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Abstract
Weusedkainateinourstudytoelucidatetllemolecularmechanismsofstatus
epilepticus（SE）directedatthechromatinlevel・Inadditiontoinductionoftwo
imnediateearlygenes（IEGs),ｃ弓/ｂｓａｎｄｃﾌﾞ肌,inhippocampus,wealsofbundtlle
liilregulationofacetylation(Ac-H4)andphosphorylationofllistoncs(H3-P-S10)，
coupledwithstatusepilepticusafterkainateadministration・Ac-H4wasupregulated
duringdifferentseveritystagesofscizuresmparalleltolEGsupregulationwhileH3-P‐
S10wastransientCBP，atranscriptionalcoactivatorwitllllistoneacetyltransferase
(HAT)activity,upregulationbykainatecorrelatedwithhistoneH411yperacetylation
Chromatinimmunoprecipitationanalysisshowedlhatbothllistonemodificationswere
associatedwithc〃sgenepromoterafterkainatestimulation,butonlyAc-H4withcﾌﾞ川
gene・Wetestedourfindingsusingtwodrugs,curcunmnandtrichostatinＡ(TSA)tllat
aberranttllehistoneacetylation/deacetylationeqUilibrium・Wefbundtllatinducing
llistonehyperacelylationwitllTSApretreatmentmmiceintensifiesmletranscriptionsof
lEGsduringkainate-inducedSEPretreatlncntwithcurcumi､,ａＣＢＰ/P300-SpecificHAT
inhibitor,attenuatedhistonemodifications,IEGsexpressionandalsotheseveritｙｏｆ
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statusepilepticusafierkajmatetreatment・Ourfindingssuggesttllattlleinvolvementof
llistonemodificationsmducedbykainateisnotonlymlEGsexpressionbutalsomtlle
developmentofepilepsy．
SummaryofThesis
Statusepilepticusisdefinedasatransientchangeofbehaviorcausedby
disorderedfiringofneuronalcellsresultingmcontinuousrecurrentseizures・Itscauses
canbeidiopathic,geneticpredispositionandmetabolicortoxicdisturbancestothebra、、
Experimentally,convulsantagents,sucllaspilocarplneorkainicacid,caninducestatus
epilepticus(Ben-AriandCossart,ZOOD
Ｉｎｏｕｒｓｔｕｄｙ,weusedlKainicacid,ananalogofL-glutamate,whichisextracted
fiPomseaweed・Inadditiontostatusepilepticus,kamatestimulationalsoinducesthe
upregulationofimnediateearlygenes(IEGs);amongtllem,ｃ夘sandcﾌﾞ川genesare
mostwidelystudied・T11econsequentialintracellularsignalmgcascadesactivatedby
kainaterapidlyinClucelEGs・Ithasbeenproposedtllatllistonemodificationscouldbetlle
kCyM11equickalterationofcllromatinstructure,asthisspreadoccurstoorapidlytobe
theconsequenceofRNApolymerasell(SngetaL,2004).Tounderstandthemolecular
actionsoflKainatestimulationdirectedatlhechromatinlevel,westudiedtlleeffectsof
kainate-inducedstatusepilepticusontwodifferentllistoneaminoterminaltails:l1istone
H3phosphorylationatserinelOandhistoneH4acetylationandhowhistone
modificationscanplayaroleinnotjustthetranscriptionofc孔Mndcﾌﾞ〃genesbutalso
mdefiningtheseverilyofseizures．
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Wefbundthat,madditiontoinductionoftwoimlnediateearlygenes(IEGs),c‐
んsandcﾌﾞ肌,mllippocampus,upregulationofacctylation(Ac-H4)andphosphorylation
ofllistonesGI3-P-S10),werecoupledwitllstatusepilCpticusafterkainateadlninistration・
Ac-H4wasupregulatedCluringdifferentseveritystagesofseizuresmparalleltolEGs
叩regulationwhileH3-P-S10wastransientCBP，atranscriptionalcoactivatorwith
llistoneacetyllransfbrase(HAT)activity,upregulationbykainatecorrelatedwitllhistone
H4hyperacetylationDoublelabelingshowedbotheventsoccurmtllesameneuronal
cells・ＣｌlromatmimnunoprecipitationanalysisshowedtllatbM1111istonemodifications
wereassociatedwithc允sgenepromoterafterkainatestimulation,butonlyAc-H4witｈ
一一￣、
cブ"〃gene．
Weusedtwodrugstodisrupttllehistoneacetylation/deacetylationeqUilibrium・
UsingtllisapproaC11,welinktlleefIectsofkainateontllecllromatm,１eadingtotlle
transcriptionofIEGstllatisoneoftheearlyeventsleadingtoepileptogenesis．
First,weusetrichostatinA(TSA),whichcaninllibitllistonedeacetylase
(HDAC)activityatnanomolarconcentrationtotesttlleroleofllistoneacetylationintlle
transcriptionalreｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｌＥＧｓｉｎｉｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔroneuronalcells・Mice
pretreatmentwithTSAwereinjectedwithkamcacidintraperitoneallyandsacrificed
overatimecourseofl2hNortllernblotanalysisandj川伽llybridizationsllowcdthat
TSApretreatmentcausedanincreasempre-existingbasallevelsofc〃"atOhandalso
intensifiedlllemaximaleXpressionofbotllgeneseSpeciallymthepyramidallayersoftllc
hippocampus,thusdemonstratingtlleinhibitionofm〕ACssubsequentlyledtollistone
hyperacetylationtoincreasetllesegenesexpressiomTSAdidnotprolongtlleexpression
ofc允sorcﾌﾞ伽gene,mcontrarytowhatweexpected・Primaryhippocampalneuroncell
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culturealsodisplayedasmilarpatternofc”sandcﾌﾞ川mRNAe血ancemcntwith
trichostatinApretreatment・T11isdemonstratedtllatinllibitionofllistonedeacetylationby
TSAinneuronalcellsaffecttheexpressionsofc孔sandcﾌﾞ川genes,suggestinghistone
acetylationnghtplayarolemtlleregulationofbotllgenesexpressionsafterkainate
stimulation．
Next,weusedcurcunun,anextractffomq7czJ川aJmgZJrhizDme,wllichisused
asayellowpignlentinturmericandcurry・Mostrecently,ithasbeenfbundtobea
specificinhibitorofp300/CBPhistoneacetyltransfbrase(HADactivityandiseffective
minllibitingtheacetylationofllistones(Balasubramanyanetal2004)Pretreatmentwith
curcumin,ａＣＢＰ/P300-specificHATinhibitor,attenuatedhistonemodifications,IEGs
eXpressionandalsotheseverityofstatusepilepticusafterkainatetreatment・Ourfindings
suggestthattlleinvolvementofllistonemodificationsmducedbykainateisnotonlym
lEGsexpressionbutalsomthedevelopmentofepilepsy．
学位論文審査結果の要旨
本研究では、クロマチンレベルでのてんかん発作出現の分子メカニズム解明のために、カイニン酸誘発性
けいれん出現と細胞核内ヒストンの修飾反応との関連性を検討した。
マウスにカイニン酸を腹腔内投与すると強いけいれん発作が誘発されたが、同時に海馬においてＭ〕，
とCｺﾉﾋ、遺伝子の発現増加とともに、Ｈ４ヒストンのアセチル化およびＨ３ヒストン１０番目セリン残基のリ
ン酸化がそれぞれ強く促進された。両遺伝子は、最初歯状回に強く発現したのちその後アンモン角にも発現
が認められたが、両遺伝子が発現する部位に一致してアセチル化ヒストンＨ４免疫陽性反応が観察された。
さらに、カイニン酸投与に伴い、歯状回ではセリン残基リン酸化ヒストンＨ３の一過性発現上昇が見出され
た。アセチル化ヒストンＨ４の海馬内発現部位には、ヒストンアセチルトランスフェラーゼ（HAT）活性を
有する基本転写困子ＣＢＰ発現がカイニン酸投与により増強された。クマチン免疫沈降法による解析の結果、
cjbs遺伝子発現には両方のヒストン修飾反応が関与するのに対して、畝、遺伝子発現にはアセチル化反応
だけが関連することが明らかとなった。ＨＡＴ阻害活性を示すクルクミンを投与すると、ヒストン修飾反応
と両遺伝子発現は抑制されただけでなく、けいれん発作重篤度の著明な軽減が招来された。
以上の研究成績は、てんかん発作出現に関与する特定遺伝子の海馬内発現に関する先駆的報告であるの
みならず、ヒストン修飾反応を標的とする新しいてんかん治療戦略の糸口となることが期待される点で高く
評価されるので、審査委員会は本論文が博士（薬学）に値すると判断する。
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